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yS-Indole acetic acid (IAA) (1 0 - 7  —1 0 —5 m ) enhanced elongation of A vena  coleoptiles is shown 
to be correlated w ith increased K+ net influx and H+ net efflux. The data suggest a 1:1 exchange of 
K + and H +. It is suggested that an IAA controlled K+-H+-exdiange pump is involved in IAA regula­
tion of elongation.

Die für das Streckungswachstum pflanzlicher 
Organe ausschlaggebende Zellwandplastizität hängt 
in hohem Maße von der Protonenkonzentration im 
Zellwand-ZVee-Space ab 1-4. Nach einer Hypothese 
von Hager et al. 4 wird diese H+-Konzentration 
durch eine IES-abhängige und mit Energie aus Nu- 
cleosidtriphosphaten vom Stoffwechsel getriebene 
aktive H+-Abgabe kontrolliert. Der elektrochemische 
Ausgleich für die H+-Abgabe aus den Zellen könnte 
durch eine Anionenabgabe oder eine Kationen-(vor­
nehmlich K+-) Aufnahme oder durch beides zugleich 
gewährleistet sein. Spezifische K+-H+-Austausch- 
mechanismen wurden für Pflanzenzellen verschie­
dentlich beschrieben5. Elektrochemische Unter­
suchungen machen das W irken einer IES-abhängi- 
gen K+-H+-Austauschpumpe an den Membranen von 
Mnium-Blattzellen sehr wahrscheinlich6. Die vorlie­
gende Arbeit korreliert den K+-H+-Austausch mit 
dem Wachstum von y4vena-Koleoptilen.

M aterial und  M ethoden

Samen von Avena sativa (cv. Flemings Krone) 
wurden 6 Stdn. in gut durchlüftetem Wasser vorge­
quollen und anschließend im Dunkeln auf feuchtem 
Sägemehl angezogen. Nach 3 Tagen wurde zur Hem­
mung des Mesokotylwachstums, um gleichmäßige 
Keimung zu erreichen, für 1 Stde. helles Rotlicht 
gegeben. Am fünften Tag nach der Aussaat wurden 
dann von ca. 30 bis 40 mm langen Keimlingen
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Koleoptilenabschnitte gewonnen, wobei die Koleopti- 
len 3 mm unter der Spitze dekapitiert und die fol­
genden 10 mm verwendet wurden. Die Abschnitte 
wurden 1 Stde. lang in destilliertem Wasser gewäs­
sert und dann je 15 Stück (entsprechend ungefähr 
100 mg Frischgewicht) in Erlenmeyerkolben mit 
10 ml Versuchslösung überführt, in der sie für ver­
schiedene Zeiten geschüttelt wurden. Die Versuchs­
lösungen enthielten als K+-Quelle und zur leichten 
Pufferung 2 m M  bzw. 10 m M  KH2P 0 4/K 2H P 0 4-Puf- 
fer (pH 6 ,0). 2% Glucose wurde zugegeben, um die 
Koleoptilen mit Substrat für das Wachstum zu ver­
sorgen. Die IES-Konzentrationen werden in den 
Tabellen und den Legenden der Abbildungen wie­
dergegeben.

Die Längenmesung erfolgte nach Durchlicht- 
photographie der Koleoptilenabschnitte. Die Nega­
tive wurden mit einem Vergrößerungsgerät pro­
jiziert und direkt ausgemessen.

Zur Messung der Protoneneffluxe wurden 2 ml 
der Probelösungen nach Versuchsende mit 1 m M  
KOH auf den Ausgangs-pH rüdetitriert und aus dem 
Verbrauch an Lauge der H+-Nettoefflux aus den 
Koleoptilen berechnet.

Die Koleoptilen wurden dann für 15 min in kal­
tem bidestillierten Wasser geschüttelt, um oberfläch­
lich anhaftende Ionen (insbesondere K+) abzuwa­
schen. Ein Austausch des Free-Space, vor allem des 
Donnan Free Space — wie bei Experimenten mit 
radioaktiven Ionen durch Auswaschen in einer nicht 
markierten Lösung — war dadurch nicht möglich. 
Die Schlußfolgerungen der vorliegenden Arbeit be­
ruhen in der Hauptsache auf der Analyse von Kineti­
ken, so daß sich durch unvollständige Free-Space-Aus­
waschung bedingte systematische Fehler aufheben.
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Anschließend an das Waschen wurden die Gewebe­
stücke gewogen und entweder sofort extrahiert, oder 
sofern dies nicht möglich war, eingefroren.

Zur Herstellung der Extrakte wurde das Gewebe 
in 5 ml 0 ,5-proz. H N 03 1 Stde. lang auf siedendem 
Wasserbad erhitzt, durch Watte filtriert und auf ein 
definiertes Volumen (meist 25 ml) aufgefüllt. Die 
Kaliumkonzentration der Extrakte wurde flammen­
photometrisch gemessen (Eppendorf-Flammenphoto- 
m eter). Die Chlorid-Bestimmung erfolgte elektro­
chemisch mit dem Chlorid-Titrator (Aminco Cot- 
love).

Zur Bestimmung der H+-Austauschkapazität der 
Koleoptilzellwände wurden jeweils 2 g Fr.-Gew. 
Koleoptilen in 15 ml 50 m M  KCl-Lösung homogeni­
siert und der unlösliche Niederschlag zweimal mit 
5 m M  KCl-Lösung gewaschen. Damit wurde ein Aus­
tausch anderer Kationen gegen K+ erreicht.

Der Niederschlag wurde nun in 30 ml 5 mM KCl- 
Lösung suspendiert und 10 ml (1 mM  NaOH +  4  mM  
KCl) hinzugegeben. Die Suspension wurde mit 1 mM  
HCl titriert, wobei der pH registriert wurde. Zur 
Kontrolle wurden 10 ml ( I m M  N a0H  +  4 m M  KCl) 
+  30 ml 5 mM KCl ohne Gewebe titriert. Aus der 

Differenz der beiden erhaltenen Neutralisationskur­
ven wurde die H+-Austauschkapazität des Gewebes 
errechnet. Bei dieser Methode wird der Anteil plas- 
matischer Bestandteile (Proteine) nicht erfaßt. Nach 
P itm an7 ist der dadurch entstehende Fehler jedoch 
< 10% .

Ergebnisse und Diskussion

Abbn. 1 und 2 zeigen die Kinetik der Längen­
zunahme und der Netto-K+-Aufnahme bzw. der 
Netto-H+-Abgabe durch die ^4verea-Koleoptilen unter

Zeit [Stdn.]

Abb. 1. Zeitabhängigkeit der IES-W irkung in 2 mM K-Phos- 
phatpuffer (Ausgangs-pH-W ert =  6 ,0 ). Offene Symbole Kon­
trollen ohne IES, ausgefülle Symbole 1 0 ~ 6 m IES. A ,  A  =  
Längenänderung (d l), Q ,  #  =  K+-Nettoinflux (dK+) ,  □ ,  ■  

=  II+-Nettoefflux (dH+) .

Zeit [Stdn.]

Abb. 2. Zeitabhängigkeit der IES-W irkung (1 0 —6 m) in 
10 mM K-Phosphatpuffer (Ausgangs-pH-W ert =  6 ,0 ). A. =  
Längenänderung (d l), #  =  K+-Nettoinflux (dK+) ,  ■  =  H+- 

Nettoefflux (dH +) .

den gewählten Versuchsbedingungen. 10-6 M IES 
fördert das Wachstum und steigert den K+-Netto- 
influx sowie den H+-Nettoefflux. Das Streckungs­
wachstum läßt sich unter den vorliegenden Versuchs­
bedingungen nach 3 — 6 Stdn. erkennen; der H +- 
Flux und bei 2 m M  K-Phosphatkonzentration auch 
der K+-Flux werden dagegen erst nach t >  6 Stdn. 
deutlich.

Zur Prüfung der Wirkung verschiedener IES-Kon- 
zentrationen wurde deshalb eine Versuchsdauer von 
18 Stdn. gewählt. Tab. I zeigt die bei zwei verschie­
denen K-Phosphatkonzentrationen erhaltenen IES- 
Effekte. Die optimalen IES-Konzentrationen für die 
Steigerung der Längenzunahme (dl) und der K+- 
und H+-Fluxe (dK+, dH+) liegen zwischen 10-7 und 
10~5M. Die Steigerung der Längenzunahme ist mit 
einer Steigerung des Netto-K+-Influx und des Netto- 
H+-Efflux korreliert. Daß das stärkste Streckungs­
wachstum in Ansätzen beobachtet wurde, deren End­
pH-Wert (nach 18 Stdn.) in der Nähe von 4 lag, 
deckt sich mit den Erfahrungen von Hager et al. 
(ref. 4: Abbn. 6 und 9 ). Danach liegt das pH-Opti- 
mum bei Kurzzeitversuchen zwischen 3,7 und 4. 
Der relative Effekt der IES auf das Wachstum ist 
um ein Vielfaches größer als die IES-Wirkung auf 
die Ionenfluxe. Offenbar führt eine relativ geringere 
Steigerung des H +-Efflux zu Bedingungen in der 
Zellwand, die eine viel drastischere Wachstumsförde­
rung möglich machen. Die relative IES-Förderung 
der K+-Aufnahme und der H+-Abgabe ist bei niedri­
ger Ionenkonzentration in der Außenlösung (2 m M  

Phosphatpuffer) durchwegs höher als bei hoher 
Außenkonzentration (10 m M  Puffer). Dies stimmt 
mit den mit Mnium-Blättchen erhaltenen Ergebnis­
sen qualitativ überein, wo bei 0,2 m M  KCl oder 
KoS04 in der Außenlösung in Gegenwart von
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Tab. I. Längenzunahme (d l) , Kalium-, Wasserstoff- und Chloridionen-Nettofluxe (dK+, dH+, dCl“) in 18 Stdn. in Abhängig­
keit von der IES-Konzentration. Positiver F lux: Ionenaufnahme, negativer F lux: Ionenabgabe durch die K oleoptilzellen. 
a: Außenlösung =  2 mM  K-Phosphatpuffer, b: Außenlösung =  10 mM  K-Phosphatpuffer. D ie Tabelle zeigt ferner die pH- 
W erte der Lösungen am Ende der Versuche (Zeitpunkt <18) und die Ladungsbilanz des K+—H_-Austausches (dK+—dH+) .

IE S
[Mol/1] p H

Länge
[m m ]

K+ H+
[//M ol • g _1 F rischgew icht]

c i -

A usgangswerte (to) a 6 ,0 10 36,0 19,1
b 6 ,0 10 33,0 7,4

Ä nderung nach dl dK+ dH + dK +-dH + d C l-
18 S tdn . (tis) [% ] [%] [% ]

0 a 4 ,4 0,62 (100) +  12,5 (100) -  12,7 (100) — 0,2 — 10,8
b 5,2 1,50 (100) +  22,4 (100) - 2 8 , 4 (100) -  6,0 -  2 ,0

IO“7 a  3,9 3,75 (605) +  17,5 (140) -  15,8 (124) +  1,7 -  8,6
b 5 ,3 3,21 (215) +  22,4 (100) - 2 7 , 0 ( 95) - 4 , 6 -  1,1

IO"6 a 3,5 2 ,95 (475) +  18,9 (151) -  20,6 (162) -  1,7 -  6,7
b 4 ,5 5,43 (360) +  27,7 (124) -  36,2 (128) -  8,5 -  1,8

10-5 a 3,6 2,57 (415) +  20,4 (163) -  18,0 (142) +  2 ,4 -  7,5
b 4,7 4,43 (295) +  33,0 (147) -  34,2 (120) -  1,2 -  2,7

IO-4 a 4 ,3 1,16 (185) +  14,6 (117) -  8,9 ( 69) +  5,7 -  6,8
b 5,3 3 ,89 (260) +  26,6 (119) -  27,0 ( 95) - 0 , 4 -  0 ,4

5 • 10~7 — 5 • 10-6 M IES Steigerungen der K+-Auf- 
nahme von bis zu 170% der Kontrollen beobachtet 
wurden, IES bei 10 mM Salzlösungen aber keinen 
signifikanten Effekt hatte 6.

Ein wesentliches Resultat der Tab. I ist, daß unter 
allen Bedingungen kaum eine Differenz zwischen 
dem K+-Influx und dem Protonenefflux (dK+ — dH+) 
gefunden wird. (Siehe auch Abbn. 1 und 2 bei 
t^ > 1 6  Stdn.) Dies macht es sehr wahrscheinlich, 
daß bei ^vena-Koleoptilen eine IES-abhängige 
K+ — H +-Austauschpumpe wirksam ist. Die Ladungs­
bilanz dK+ — dH+ scheint im Rahmen der Meßfehler 
ausgeglichen zu sein. Eine besondere Rolle des Chlo­
rids wird nicht deutlich. Dadurch unterscheiden sich 
unsere Ergebnisse wesentlich von den Resultaten 
von Rubinstein und L igh t8 und Bentrup et al. 9, die 
eine IES-Wirkung auf den Cl_-Transport nachwei- 
sen. Es kann sich dabei um eine andere Ionenpumpe 
handeln; viele Pflanzenzellen verfügen über meh­
rere voneinander unabhängige Ionenmembrantrans­
portmedianismen. Zudem enthielt die Außenlösung 
bei unseren Versuchen kein CI“, der Cl'-Efflux aus 
dem Gewebe wird durch IES nicht klar beeinflußt.

Wenn nach dem Modell von Hager et al. der IES- 
gesteuerte H +-Efflux für die Steigerung des Strek- 
kungswachstums verantwortlich sein soll, wird man 
sich fragen, warum wir in unseren Versuchen bereits 
eine dl beobachten, bevor die Ansäuerung der 
Außenlösung (dH+) apparent wird. Die Cuticula 
der Koleoptilen könnte den Ionenaustausch zwischen 
den Koleoptilen und der Außenlösung verlang­
samen. Innerhalb der Cuticula könnte ein geschlos­

sener Raum für die Ansäuerung der Zellwand ent­
stehen. Entsprechend für das Funktionieren des 
Hager’schen Modells scheint nämlich nicht so sehr 
der pH-Wert der Außenlösung, sondern eher der 
H+-Gehalt der Zellwand („Protonierung der Zell­
wand“ ) zu sein. Die Protonierung der Zellwand 
könnte beim aktiven H+-Transport aus dem Plasma 
durch das Plasmalemma durchaus rascher voran­
schreiten, als sich das bei der Messung der Lösungs- 
pH erkennen läßt. Unsere Titrationsversuche erga­
ben eine H+-Austauschkapazität von 6 /ie q -g -1 Fr.- 
Gew. Der H+-Netto-Efflux liegt in der Größenord- 
nun von 1 — 1,5 //eq -h_1-g_1 Fr.-Gew. (s. Abbn. 
1 u. 2 ). Die beobachtete lag-Phase der Ansäuerung 
der Außenlösung von ca. 6 Stdn. wäre also dadurch 
so zu erklären, daß die austretenden H+-Ionen zu­
nächst an Festladungen in der Zellwand ausgetauscht 
werden und erst danach in die Lösung übertreten.

Tab. II zeigt, daß die IES-gesteigerte Längen­
zunahme der Koleoptilen viel mehr mit dem H+- 
Efflux als mit dem Lösungs-pH-Wert korreliert ist. 
Bei einer Steigerung des Verhältnisses Versuchs-

Tab. II. Längenzunahme (d l), H+-Efflux und pH-Änderung 
(Ausgangs-pH =  60) bei verschiedenen Versuchslösungsvolu- 
men: Gewebe-Verhältnissen (je 15 10 mm lange K oleoptilen  

in 10 bzw. 100 ml 2 m M  K-Phosphatpuffer).

V olum en des A nsatzes  
[ml]
IE S  (Mol/1) 
pH  nach 24 Stdn . 
dl nach 24 Stdn . [m m ] 
dH + in 24 Stdn .
(juequ • g_1 Fr. Gew.)

10 100

0  5 • 1 0 -6 0  5 • 10-6
5,15  4 ,66  6 ,00  5 ,90
0,89  3 ,10  1,21 3 ,45

-  8 ,5  -  18,2 -  -  28 ,4
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lösungsvolumen : Gewebe ist die pH-Änderung bei 
gleichem oder größerem dH+ geringer, dennoch 
bleibt die Wachstumsförderung durch IES erhalten.

Eine Kontamination der Koleoptilen und Ver­
suchsansätze mit möglicherweise auf IES anspre­
chenden Mikroorganismen konnte bei den vorliegen­
den Experimenten nicht vollkommen ausgeschlossen 
werden. Antibiotika sind bei Ionentransportunter- 
suchungen schwer zu verwenden, da sie oft auch den 
Ionentransport bei höheren Pflanzenzellen beein­
flussen. Die gute Korrelation des beobachteten 
Ionenaustausches mit dem Wachstum der Koleopti­
len (Tab. I) scheint gegen einen wesentlichen Bei­
trag von Mikroorganismen zu sprechen. Wäre die 
beobachtete, trotz Pufferung starke Ansäuerung der 
Versuchslösung (Tab. I) auf den Stoffwechsel von 
Bakterien zurückzuführen, hätte man ein Bakterien­
wachstum auch visuell beobachten müssen, die Ver­
suchsansätze waren aber nie trüb. Wenn die gefun­
dene Ansäuerung der Außenlösung durch die respi­
ratorische COo-Abgabe von Mikroorganismen zu­
stande kommen sollte, wäre ferner nicht einzusehen, 
warum gerade eine äquivalente Menge K+ aufge­
nommen wird. Es besteht deshalb wohl kein Grund, 
den beobachteten K+ — H+-Austausch nicht als spe­
zifische Eigenschaft der /4yena-Koleoptilen ernsthaft 
in Betracht zu ziehen.
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Schlußfolgerung

Die beschriebenen Versuche zeigen, daß bei 
/4i>ena-Koleoptilen /Mndolylessigsäure (IES) bei 
wachstumsfördernden Konzentrationen einen 1:1- 
Austausch von K+- und H+-Ionen fördert. Eine 
K+ — H+-Austauschpumpe ist deshalb sehr wahr­
scheinlich am Mechanismus der IES-Regulation des 
Wachstums beteiligt. Dieser Befund stützt die Hypo­
these von Hager et al. 4, nach der IES als allosteri­
scher Effektor einen stoffwechselabhängigen H+-Ab- 
gabe-Mechanismus reguliert (Abb. 21 in ref. 4 ) . K+ 
muß dabei zum Ladungsausgleich in die Zellen auf­
genommen werden.
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Helianthus annuus ebenfalls einen IES-geförderten 
H+ — K+-Austausch. Er ist aber nicht der Meinung, 
daß dieser Ionentransport für das Wachstum ver­
antwortlich sei, da keine klare Korrelation des 
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wurde. Ein möglicher H+-Austausch in der Zellwand 
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